




 The Soluble Form of LOTUS inhibits Nogo Receptor-Mediated 
Signaling by Interfering with the Interaction Between Nogo Receptor 

































 神経再生阻害をきたす主要な神経再生阻害因子として Nogo 受容体 type 1 (NgR1)シグナルが
知られている(1)(図 1)。NgR1 は主に神
経細胞の細胞膜表面上に発現する 473






ている p75NTR *1および LINGO-1 を共受
容体としてシグナル伝達を行うと考え
られている。NgR1 のリガンドとして、
Nogo66 、 Myelin-associated 
glycoprotein (MAG)、 Oligodendrocyte 
myelin glycoprotein (OMgp)(2)という３
種のミエリンに発現するタンパク質、お
よびグリア細胞の一種であるアストロサイトより分泌される B Lymphocyte stimulator 
(BLyS)(3)、さらにグリア瘢痕内の主な糖タンパクである Chondroitin sulfate proteoglycans 




 近年、NgR1 アンタゴニストである LOTUS (Lateral olfactory tract usher substance)が当
研究室で発見された(6)。LOTUS は軟骨前駆細胞のマーカーとして知られる Crtac1 の splicing 
variant の一つ Crtac1B であり、646個のアミノ酸残基からなる膜タンパクであり主に神経系に
発現している。4つの FAG-GAPドメインと Crtac1 に特有の UnvB/ASPIC(UA)ドメイン、EGF-CB(EC)
ドメイン、さらに GPI アンカー領域を含有すると考えられる。LOTUSは NgR1 antagonist として
上記５種のリガンドの結合による作用を全て阻害することで NgR1 signaling を完全に抑制する
図１ NgR1 signaling と NgR1 のリガンド 
Kurihara et al. Neural Regen Res 2015; 10 (1):46-8, 
より改変引用. 
 
Kurihara, Y, Takei, K.  
LOTUS, a potent blocker of Nogo receptor-1 causing inhibition of axonal growth.  






NgR1 シグナルを全て抑制する LOTUS は中枢神経再生の治療戦略の新たな候補分子として期待さ
れている。 
 一方、LOTUS を過剰発現させた培養細胞の培養上清中からは LOTUS の可溶型タンパク質が検出
される。また、ヒトの脳脊髄液中にも可溶型 LOTUS が検出されることから(8)、生体内において
も細胞膜上に発現した LOTUS が何らかの機序により細胞外液中に分泌され、この可溶型 LOTUS
が何らかの機能を有することが予想される。さらに、中枢神経再生戦略を推進する上で、薬剤
としての可溶型 LOTUS の機能を解明することは極めて重要な課題であるが、これまで可溶型
LOTUS に関する報告はなされていない。そこで今回、可溶型 LOTUS の NgR1 シグナルにおける分
子機構の解明、および可溶型 LOTUS を用いての機能解析を行った。 
 ２．実験方法 
a) 可溶型LOTUSおよびNgR1のリガンドのタンパク精製 









Pennicilin/Streptomycin (PS, Nacalai)添加Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM)培
地で培養した。44時間後、目的の最終濃度となるように培地で希釈したリガンドを投与し１時










培養液（ニワトリ：Ham’s F-12 with 10% FBS, 10ng/ml Nerve growth factor (NGF, Sigma), 
マウス：Neurobasal medium with B27 (Gibco) and Glutamax (Wako)）においてそれぞれ24時
間、48時間培養した。s-LOTUSまたはコントロールを投与した後30分間培養した後、続けてNgR1





















5%スキムミルクでブロッキングし、5% bovine serum albumin (BSA)で希釈した１次抗体と4℃
下で一晩反応させた。HRPを付加した２次抗体と反応させた後、HRPの基質と反応させ、LAS4000 




コントロールを2 µl (10 µM)注入し、受傷12日後には視神経の軸索を標識するためcholera toxin 
 5 













































































































































































































































図２ LOTUS は p75NTRと結合し、p75NTRと NgR1
の相互作用を抑制する A, B: Cos-7 細胞上に発現
させた LOTUS または p75NTRに対する、それぞれ
の可溶型タンパクの結合実験。bar, 100 µm。C: 
p75NTR, NgR1, および LOTUS を強制発現させた
HEK293T 細胞のプルダウン実験。D: p75NTRおよ
び NgR1 を強制発現させた HEK293T 細胞へ
s-LOTUS の投与を行ったプルダウン実験。** 
p<0.01, Tukey ANOVA. 
















































































































































































































































図３ s-LOTUS は NgR1 のリガンドにより誘




験。loading control として Total RhoA を用い
た。n = 4, ** p<0.01, * p<0.05, Tukey ANOVA. 





A: ニワトリ DRG 細胞における成長円錐
崩壊の評価。B: 同細胞における神経突起
伸 長 の 検 証 。 n = 4, ** p<0.01, 
Tukey-Kramer ANOVA. Kawakami et al. 










































































A, B: 損傷 14 日後の、損傷部位(*)から
の各距離における軸索の本数。軸索は
cholera toxin subunit B (CTB)により
標識されている。N = 6, ** p<0.01, 
two-way ANOVA & post-hoc Tukey. 
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の結合により、Rho-GDPと結合するRho-GDI (Rho guanine nucleotide dissociation inhibitor)
がp75NTRの細胞内ドメインに結合することでRho-GDPが解離し、活性化型のRho-GTPへ変換される。 
*3. Cholera toxin subunit B (CTB) 
 コレラ毒素は毒性成分を有するsubunit Aと、細胞毒性がほとんどなく、細胞膜のganglioside 
GM1に結合する能力を有するsubunit Bから成る。CTBは細胞膜に結合する能力が高いため、神経
細胞のトレーサーとして頻用される。 
 
